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1. 略語  
PONV   Postoperative nausea and vomiting 
5-HT3  5-hydroxytryptamine 3 
NNT  Number needed to treat 
NK1  Neurokinin 1 
FDA  Food and Drug Administration 
RNA  Ribonucleic acid 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
mRNA  Messenger RNA 
MAC  Minimum alveolar concentration 
cDNA  Complementary DNA 
CDS  Cording sequence 
UTR  Untranslated region 
FPKM  Fragments per kilobase of exon per million reads mapped 
GABA  Gamma-aminobutyric acid 
FDR  False discovery rate 






全身麻酔下に手術を受けた患者の 30%程度に術後悪心嘔吐 (Postoperative nausea 





出し，抽出した全量 RNA (Ribonucleic acid) サンプルを用いてゲノム網羅的な遺伝
子発現変化 (トランスクリプトーム変化) を測定し，PONV で発現が変化する遺伝子
を同定すること，3) さらに PONV に関連すると予想される生物学的パスウェイを同
定すること，4) 最後に PONV 発症と関連するパスウェイに作用する物質を用いて，
スンクス PONV モデルで嘔吐行動が減少するかを検証することにより，PONV の分
子機序を解明することである。 
まず，イソフルラン麻酔下に下腹部手術を行い，覚醒後に嘔吐行動を起こすスンク
ス PONV モデルを確立した (手術群: n = 9) 。対照として吸入麻酔暴露のみの麻酔
群 (n = 6) ，処置を行わない覚醒群 (n = 6) を設定した。覚醒群では嘔吐行動を認
めなかった。麻酔群の嘔吐行動回数は，6 (1) [中央値 (四分範囲) ] 回で，覚醒群と
比べて有意に増加した (P = 0.005) 。手術群の嘔吐行動回数は 6 (8) 回で，覚醒群
と比べて有意に増加した (P = 0.02) 。次にスンクス脳の孤束核から抽出した全量
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RNA を，次世代 DNA (Deoxyribonucleic acid) シークエンサーを用いて RNA シー
クエンスを行い，トランスクリプトーム解析を行った。発現を認めた mRNA 
(messenger RNA) は 52381 個あり，それぞれの発現量を定量した。覚醒群と手術
群の間で発現量の差が大きい 100 個の遺伝子については，パスウェイ解析を行い，
PONV との関連が示唆された 14 の細胞内シグナル伝達経路 (パスウェイ) を同定し
た。特に，GABA (Gamma-aminobutyric acid) B 受容体シグナル伝達経路と手術群
で発現が減少した GABBR1 遺伝子に注目し，GABAB 受容体の刺激による GABAB 受
容体シグナル伝達の活性化がスンクスの嘔吐行動の回数を減らすと仮説を立てた。 
そこで，スンクス PONV モデルに GABAB 受容体作動薬であるバクロフェンを腹腔
内投与 (5 mg/kg) したバクロフェン群 (n = 6) と，溶媒のみを腹腔内投与する溶
媒対照群 (n = 6) を設定し，術後の嘔吐行動の変容を観察した。溶媒対照群での嘔
吐行動回数は 6 (4) 回であったが，バクロフェン群では 0 (0) 回であった (P = 
0.003) 。 
本研究ではスンクス PONV モデルの孤束核におけるトランスクリプトーム変化を
測定した。PONV の発症には GABAB 受容体が関与しており，GABAB 受容体作動薬で
あるバクロフェンは新しい機序の PONV の治療薬となる可能性が示唆された。 





いるが，全身麻酔下に手術を受けた患者の 30 %程度に術後悪心嘔吐(Postoperative 
nausea and vomiting: PONV) が生じる。この PONV は，患者満足度を大きく低下
させる合併症であり，術後回復の遅延，入院期間の延⾧，医療費の増加に繋がるが，
現在の麻酔医療・周術期医療ではその発症を完全に抑制することはできない 1,2。その
理由として，PONV の多くは術直後から 4 時間までに発症し，24 時間以内に軽減す
るとされているが，数日に渡り遷延する患者もいることが挙げられる 3。 
欧米では PONV に対する治療薬として，セロトニン (5-hydroxytryptamine 3: 5-
HT3) 受容体拮抗薬が用いられているが，オンダンセトロンの悪心に対する統計学的
治療必要数 (Number needed to treat: NNT) はおよそ 7，嘔吐に対する NNT は
およそ 6 とされており，PONV に対して十分な治療効果を得られているとは言いに
くい 4。同時に高価な薬剤であり，たとえ欧米でもすべての症例に 5-HT3 受容体拮
抗薬を用いているわけではない。本邦では抗悪性腫瘍剤投与に伴う消化器症状のみ
の保険適応であり，PONV に対する治療薬としての保険承認はない。一方，選択的











米国では Food and Drug Administration (FDA) が使用を認可していない。つまり
本邦においては，PONV に対して安全かつ有効な治療がほとんど行えないのが現状




は，プロポフォールを用いた全静脈麻酔に比べ，PONV の発生リスクを 19 %上昇さ
せ，術後の制吐薬使用量も有意に増加させる 2,5,6。以上のように臨床研究レベルでは
PONV の危険因子は同定されてはいるものの，どのような機序でそれらの危険因子が














成する際に 15 分間の単回のイソフルラン暴露が脳における mRNA の発現を変化さ
せると報告しており，また Lasarzik は健康なマウスにイソフルランをたった 1 分間
吸入させただけでも，脳における mRNA 発現が変化すると報告している 12,13。また，
PONV の最大の危険因子が PONV の既往であり，80%程度の患者に PONV が再発す
る一方で，全く嘔吐しない患者も存在する。ヒトにおける吸入麻酔薬の効果は個体差
なく同等である反面，PONV の発症に個体差があるという事実は遺伝子 (もしくはそ
の発現) に差があることを示唆しており，実際に PONV との関連が示唆されている遺
伝子も報告されている 14。つまり，PONV を研究するにあたり，孤束核における遺伝










スンクス (Suncus murinus) は，哺乳綱・トガリネズミ目・トガリネズミ科・ジ
ャコウネズミ属に分類される哺乳類であり，薬物刺激に対し容易に嘔吐する実験動物









































号: 2017 医動-236，2019-医動-020) 実施した。 
本研究では，生後7から10 週齢 (体重35 gから50 g) の雌性JIC:SUN-Her/Kwl系 
(嘔吐高感受性系統) スンクス (紀和実験動物研究所，和歌山) を用いた。スンクスの
飼育環境に関しては，C57BL/6系マウスを同時に飼育し，その囮マウスを微生物モニ
タリングに提出して，Citrobacter rodentium，Salmonella spp.，Streptococcus 
pneumoniae，Bordetella bronchiseptica，Corynebacterium kutscheriの培養検査，
Sendai virus ， Mycoplasma pulmonis ， Mouse hepatitis virus ， Clostridium 
piliformeの血清検査，Intestinal protozoa，Ectoparasites，Pinwormの検鏡検査を
行い，全てのSPF項目について陰性であることを確認した。 
すべてのスンクスは室温が 22 ± 2 ℃，湿度が 55 ± 5 ％，全新鮮空気による換








ス ン ク ス に お け る イ ソ フ ル ラ ン の 最 小 肺 胞 内 濃 度  (Minimum alveolar 
concentration: MAC) に関する報告はないため，Eger らの方法や Niemann らの方
法に準じて手術に必要なイソフルランの吸入濃度を計算し決定した 21,22。即ち、スン
クスの麻酔導入用の容器 (縦 10 cm，横 15 cm，高さ 10 cm) に移送し、酸素を毎
分 3 L の流量で投与しながらイソフルラン (ファイザー株式会社，東京) を吸入させ，
30 分後に容器内で尻尾を鉗子で挟み (尻尾遮断試験) ，1 分以内に疼痛のため四肢
を動かす，若しくは頭部を挙上させた場合は麻酔不十分と判断し，イソフルラン濃度
を 2 割上昇させて 30 分後に再検した。1 %の吸入濃度より開始して繰り返し行い，
鉗子による疼痛刺激を 1 分間継続しても体動が生じない濃度を本実験系に必要なイ
ソフルランの MAC であると判断した。この試験を 3 検体で行い，平均値を計算し，
その 1.5 倍の吸入濃度を手術に適切な吸入濃度とした。 
手術モデルは，Martin らのラット手術モデルを一部，改変して設計した 23,24。実
験に先立ち，研究開始 30 分前に，飼育ケージから観察用の透明アクリル製円筒 (直
径 20 cm，高さ 30 cm) の内側へスンクスを移送し，30 分間，実験観察環境に馴化
させることに努めた (図 4A) 。本研究では，嘔吐行動を容易に観察できるよう，処置
前に絶飲食期間は設定しなかった。次にスンクスを麻酔導入用の容器に移送し，酸素
を毎分 3 L の流量で投与しながらイソフルランの濃度を徐々に 4 %にまで上昇させ，
5 分間かけて緩徐に麻酔を導入した (図 4B) 。 




部を剃毛の後，70 %エタノールと 10 %ポピドンヨードを用いて腹部を消毒した。
保定と剃毛及び消毒は 3 分間で行った。下腹部正中をメスで 1 ㎝縦切開して腹腔内
に到達し，綿棒にて小腸を 30 秒間撹拌した後，筋層，皮膚をそれぞれ 3-0 のサージ
ロン  (Covidien Ltd.， Minneapolis， MN， USA) で縫合した。手術は 7 分間で






の背面には鏡を 2 枚配置し，前方および上方から 2 台のデジタルビデオカメラを用
いて嘔吐行動を記録して，後日，嘔吐回数を再度計測した (図 4C) 。このイソフルラ
ン麻酔下に手術を行い，麻酔終了後に嘔吐行動を計測した実験条件をスンクス PONV
モデルと考え，手術群と定義した (n = 9) 。モデルの典型例を図 4D (6 分 19 秒の
動画)で示す。 
比較対照として麻酔群 (n = 6) と覚醒群 (n = 6) の 2 群を設定した (図 6，図
7) 。麻酔群は，30 分間馴化の後，手術モデルと同様に緩徐に麻酔を導入し，3 分間









ことが明らかな，超純水で溶解したニコチン酒石酸塩 (Sigma-Aldrich Co. LLC， St. 
Louis， MO， USA) 5 mg/kg をスンクス背部に皮下投与し，観察用円筒で嘔吐回数
を計測することで，実験系の妥当性を確立した (n = 3) 16。 
 
5.3. 嘔吐中枢からの全量 RNA の抽出 
覚醒群は酸素投与開始から 60 分後，麻酔群と手術群は酸素およびイソフルラン投
与開始から 60 分後に 10%二酸化炭素を吸入させて，ギロチンで断頭して，迅速に
スンクス全脳を摘出した。液体窒素で冷却したイソペンタン (富士フィルム和光純薬
株式会社，大阪) に全脳を浸して凍結させ，ラット脳地図を基に，低温実験室で孤束
核を en bloc に切り出し (図 8) ，20 μL の RNA later  (Qiagen N.V.， Venlo， 
Nederland) に浸漬させ，-20℃で保存した。 
後 日 ， 冷 凍 保 存 し た 孤 束 核 組 織 片 か ら ， NucleoSpin RNA/Protein Kit  




を用いて核酸のみを取り出し，リコンビナント DNase を用いて DNA を分解除去
し，全量 RNA 溶液を 50 μL 作成した。微量吸光光度計 (NanoDrop2000， Thermo 
Fisher Scientific， Inc， Waltham， MA， USA) を用いて，A260:A280 比が 1.9
以上であることを確認した後，-80℃で凍結保存した。 
その後，覚醒群，麻酔群，手術群から無作為に 3 検体ずつ抽出し，蛍光光度計 
(Qubit3.0 Fluorometer， Thermo Fisher Scientific) の高感度モードを用いて計測
した濃度を基に，250 ng の全量 RNA を計量して，次の RNA シークエンス実験に供
した。 
 
5.4. 次世代 DNA シークエンサーを用いた RNA シークエンス 
それぞれの検体を次世代DNAシークエンサー (HiSeq 2500 system， Illumina， 
Inc， San Diego， CA， USA) を用いて RNA シークエンスを行った。cDNA ライ
ブラリーの調製には，NEXTFLEX Illumina Rapid Directional RNA-Seq Library 
Prep Kit  (PerkinElmer， Waltham， MA， USA) を用いた。オリゴ (dT) ビーズ
を用いて，mRNA 分画を抽出した。次に，断片化，逆転写，3'末端のアデニル化，お
よびアダプター配列結合を行った。得られた cDNA ライブラリーを Polymerase 
chain reaction (PCR) で増幅させ，BioAnalyzer 高感度 DNA キット (Agilent 




た。その後，10 pM の濃度に希釈し，TruSeq v2 Rapid flow cell にロードして，次
世代 DNA シークエンサー  (Illumina HiSeq 2500， Illumina， Inc) でシークエ





画 10 TB を使用した。OS は RedHat Enterprise Linux 7 で，GCC および Intel 
Parallel Studio XE 2018 Composer Edition for Fortran & C++ Linux コンパイラ
でコンパイルした。シークエンスリードは Dropbox  (Dropbox， Inc， San 
Francisco， CA， USA) を経由して，東北大学東北メディカルメガバンク機構のス
ー パ ー コ ン ピ ュ ー タ ー に ダ ウ ン ロ ー ド し た 。 FastQC ソ フ ト ウ ェ ア 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) を用いて，シー
クエンスリードの精度を検証した。次に Bowtie2 ソフトウェア (Johns Hopkins 
University， Baltimore， MD， USA) を用いてシークエンスデータをスンクス参
照 ゲ ノ ム  (Ous:KAT-227c 系 ，  Cording sequence ＋  Untranslated region 
(CDS+UTR) 配列， 日本スンクスゲノムプロジェクト， 2019 年 8 月時点で未出




してスプライシングバリアントの違いも考慮した mRNA の発現量を，100 万リード
につき，1 kb あたりにマップされ，正規化されたリード数 (Fragments per kilobase 
of exon per million reads mapped: FPKM) で定量した 26。 
覚醒群と手術群，麻酔群と手術群，覚醒群と麻酔群についてそれぞれ発現差異解析
を行った。edgeR ソフトウェア (www.r-project.org) を用いて，個々の遺伝子や
mRNA の発現量について確率分布 (負の二項分布) を推定して，群間の差を検定した




目して，IPA ソフトウェア (Ingenuity Pathway Analysis，Qiagen N.V.) を用いて
パスウェイ解析を行い，PONV との関連が示唆されるパスウェイを同定した 29,30。引
き続く解析で注目したパスウェイに関しては，パスウェイを構成する分子をコードす
る遺伝子の発現量 (FPKM 値で表す) を覚醒群，麻酔群，手術群のそれぞれについて
算出した。 
 
5.7. GABAB 受容体作動薬のスンクス嘔吐行動への効果 




察した。バクロフェン塩酸塩 (富士フィルム株式会社， 大阪) を 1 mol/L 塩酸 (関
東化学株式会社， 東京) に溶解し，等量の 1 mol/L 水酸化ナトリウム液 (関東化学
株式会社) で中和して，濃度 1 g/L のバクロフェン塩酸塩溶液 (基剤は 1 mol/L の
塩化ナトリウム水溶液) を作成した。手術群に対し，消毒後にバクロフェン塩酸塩溶
液を 0.2 mL (バクロフェン 5 mg/kg) 上腹部に腹腔内投与し，1 分間の間隔を置い
た後，下腹部を先述の如く 7 分間で手術した。術後，観察筒に移送して覚醒後の嘔吐
行動を観察した (バクロフェン群: n = 6) 。また，対照として，手術群に対し，消毒
後に 1 mol/L 塩化ナトリウム水溶液を 0.2 mL 上腹部に腹腔内投与し，1 分間の間




データは中央値 (四分位範囲) で表した。行動実験の統計解析は，EZR ソフ
トウェア (自治医科大学埼玉医療センター， 埼玉) を用いて行った。EZR ソフトウ






嘔吐行動の解析には，二群間の比較には Mann–Whitney U 検定を行い，3 
群間以上の比較には Kruskal–Wallis 検定を行い，Steel–Dwass 検定で多重比較を行
った。P 値 0.05 未満を統計学的有意とした。発現差異解析では，多重比較であるた
め，偽陽性率 (False discovery rate: FDR) も算出した。パスウェイ解析の結果比較




6.1. スンクス PONV モデルの確立 
3 検体における尻尾遮断試験の結果，体動を生じたイソフルランの吸入濃度は，そ
れぞれ 2.5 %，3 %，3 %であったため，本実験系におけるスンクスの MAC を 2.83 %
とし，手術を施行するのに適切なイソフルラン濃度は 4.25 %と決定された。 
予備的に行われたニコチン酒石酸塩投与後のスンクスでは嘔吐行動は 12 (7) 回
であった。ニコチン酒石酸塩投与後の嘔吐行動までの潜時は 320 (45) 秒で，嘔吐行
動の継続時間は 220 (145) 秒であった。図 10 に嘔吐行動回数の結果を示す．覚醒
群では，嘔吐行動を認めなかった。麻酔群の嘔吐行動は，6 (1) 回であった。手術群
の嘔吐行動は 6 (8) 回であった。3 群間で比較すると，手術群および麻酔群で覚醒群
に比べ有意に嘔吐回数が多く，手術群と麻酔群では嘔吐回数に有意差がなかった [P 
= 0.007， P = 0.02 (覚醒群 vs. 手術群) ， P = 0.005 (覚醒群 vs. 麻酔群) ， 
P = 0.97 (手術群 vs. 麻酔群) ] (図 10) 。図 11 に行動実験における手術群と麻酔
群での，嘔吐行動を認めた時間および体動を開始するまでの時間を表したグラフを示
す。麻酔終了から最初の嘔吐までの潜時は，手術群において 130 (105) 秒，麻酔群
において 180 (87.5) 秒であり，2 群間に有意差はなかった (P = 0.95) 。嘔吐行動
の継続時間は，手術群において 80 (175) 秒，麻酔群において 130 (35) 秒であり，
2 群間に有意差はなかった (P = 0.68) 。麻酔終了後，覚醒し体動を開始するまでの
時間は，手術群において 240 (130) 秒，麻酔群において 145 (40) 秒であり，やや
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手術群において⾧い傾向があるが，2群間に統計学的有意差はなかった (P = 0.06) 。
手術操作において，麻酔死，手術死，出血等の合併症は生じなかった。 
 
6.2. PONV モデルの孤束核における全 52381 個の mRNA の発現量測定 
RNA シークエンスへ供した各群 3 検体ずつにおける覚醒までの時間および嘔吐回
数はそれぞれ覚醒群で 0 回，0 回，0 回，手術群で 1 回 (覚醒までの時間 130 秒，
潜時 130 秒，継続時間 5 秒間)，6 回(覚醒までの時間 240 秒，潜時 430 秒，継続
時間 80 秒間)，9 回 (覚醒までの時間 180 秒，潜時 170 秒，継続時間 160 秒間)，
麻酔群で 4 回(覚醒までの時間 60 秒，潜時 210 秒，継続時間 40 秒間)，6 回(覚醒
までの時間 150 秒，潜時 170 秒，継続時間 120 秒間)，6 回(覚醒までの時間 210 
秒，潜時 200 秒，継続時間 300 秒間)であった (図 11)。 
RNA シークエンスに用いた全量 RNA 溶液 (n = 9) の濃度は 38.6 (24.6) ng/μL
であった。シークエンスされた各検体のリード数の平均は 94605072 であった。平
均の GC 含量 (塩基配列中に占めるグアニンとシトシンの割合) は 49.5 %であった。
リードのトリミングは行わなかった。Bowtie2 ソフトウェアによるマッピング率は
59.7 %であった。TIGAR2 ソフトフェアを用いて発現を確認できた mRNA は全部で
52381 個あり，それぞれについて発現量を測定した。edgeR ソフトウェアですべて
の mRNA のうち，覚醒群と手術群では発現量の差が大きかった上位 100 の mRNA
を同定した  (図 12，表 1) 。FDR が 0.05 未満の mRNA は 19 個であった (表 1) 。
24 
 
麻酔群と手術群について行った発現量解析では P 値が 0.05 未満の mRNA は 920 あ
り，その中で FDR が 0.05 未満のものは ITM2C，KIF1B，SDC3 の 3 遺伝子であっ
た。覚醒群と麻酔群について行った発現量解析では P 値が 0.05 未満の mRNA は 855
あり，その中でFDRが0.05未満のものはITM2B，LOC101992430，APLP1，KCNAB2，
KIF1C の 5 遺伝子であった。それぞれについて MA プロットを用いた手法で発現量
を可視化した (図 13)。 
 
6.3. GABAB 受容体シグナル伝達経路と PONV の関連 
表 1 で表記した 100 個の遺伝子について IPA ソフトウェア (QIAGEN N.V.) を用
いてパスウェイ解析を行った (図 9) 。Fisher の正確確率検定において有意 (P < 
0.05) と算出されたパスウェイは 71 ヒットした。その中で特に P 値が 0.01 未満の
パスウェイは 14 であり、本研究においてはまずこの 14 から絞って検討することと
した (表 2) 。各パスウェイを構成するタンパクをコードする遺伝子は 100 個のう
ち 15 個であった (表 2 および表 3)。14 のパスウェイのうち 5 つ以上のパスウェイ







今回は恣意的に，残りの 11 遺伝子のうち，GABBR1 遺伝子に着目して，14 のパス
ウェイの中のGABAB受容体シグナル伝達経路を検討することにした。図14にGABAB
受容体シグナル伝達経路の概要と図 15 に覚醒群，手術群，麻酔群の GABAB 受容体
シグナル伝達経路に関与する 3 つの遺伝子 (GABBR1 遺伝子，CACNB1 遺伝子，
ADCY1 遺伝子) の発現を示す。いずれの遺伝子でも発現量において，統計学的有意
差を認められなかったものの，3 群間で発現量がやや異なる傾向を認めた [GABBR1; 
P = 0.12， P = 0.27 (覚醒群 vs. 手術群) ， P = 0.97 (覚醒群 vs. 麻酔群) ， P 
= 0.09 (手術群 vs. 麻酔群) ，  CACNB1; P = 0.054， P = 0.09 (覚醒群 vs. 手
術群) ， P = 0.28 (覚醒群 vs. 麻酔群) ， P = 0.27 (手術群 vs. 麻酔群) ，  
ADCY1; P = 0.09， P = 0.28 (覚醒群 vs. 手術群) ， P = 0.11 (覚醒群 vs. 麻
酔群) ， P = 0.77 (手術群 vs. 麻酔群) ]。 
 
6.4. GABAB 受容体作動薬バクロフェンによるスンクス嘔吐行動の抑制 
図 16 に嘔吐行動回数の結果を示す．バクロフェン群では術後に嘔吐行動を認めな
かった。溶媒対照群の嘔吐行動は 6 (4) 回であり，スンクスにおける術後の嘔吐行動
はバクロフェンを併用することで有意に減少した (P = 0.003) 。図 17 に行動実験
における溶媒対照群とバクロフェン群での，嘔吐行動を認めた時間および体動を開始
するまでの時間を示す。嘔吐までの潜時は麻酔終了から 343 (254) 秒で，嘔吐行動
は 95 (83) 秒間継続した。覚醒までの時間はバクロフェン併用手術群で 250 (160) 
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秒，バクロフェン不併用手術群で 225 (34) 秒であり，２群間に有意差はなかった (P 






























スのイソフルランの MAC はおよそ 1.３ %から 1.7 %で，ラットの MAC もほぼ同
じおよそ 1.4 %程度であり、本研究で使用したイソフルランの吸入濃度はラットやマ
ウスの実験動物に比して高濃度であったが，尻尾遮断試験によって計算した簡易的な





本研究では，嘔吐行動の観察時間を 30 分間に設定し，麻酔導入から 60 分後，す
なわち手術終了 45 分後に二酸化炭素を用いて昏睡状態にさせ，断頭して嘔吐中枢を
摘出し，RNA を抽出しているが，この時点で脳を摘出した根拠として，1) いずれの
スンクスにおいても，嘔吐行動を示す場合，嘔吐行動が麻酔終了より 100 秒から 600 














麻酔終了から嘔吐行動開始までの潜時は，手術群において 130  (105) 秒，麻酔


















は PONV の危険因子であると知られており，乳腺手術後の PONV の発生頻度は他の
手術に比して有意に高く，47 %～80 %に上るとされている 34。また，婦人科の手術
も PONV 発症の危険因子であることは広く知られており，雌性スンクスの下腹部手




するタンパクをコードする 3 つの遺伝子，すなわち GABBR1 遺伝子，CACNB1 遺伝
子，ADCY1 遺伝子の 3 つの遺伝子の発現を，覚醒群，手術群，麻酔群の 3 群で検討









本研究結果が PONV 発症の遺伝子レベルでの機序の一部であることを示唆している。 
また，本研究における行動実験及びトランスクリプトーム解析に用いた動物のサン
プルサイズは、動物実験の原則である 3R (Replacement，Reduction，Refinement) 
の原則の考えに則り，最小限の個体数で結果を出せるよう，行動実験では当初は各群
6，トランスクリプトーム解析では各群 3 で設定した。手術群のみ個体数が 9 となっ
た理由は，切り出した孤束核から抽出できた mRNA の量がやや少ない可能性があり，






7.3. トランスクリプトーム解析による PONV 関連遺伝子の模索 
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RNA シークエンスに供した計 9 検体はランダムに抽出した。手術群においては嘔
吐行動を生じなかった個体も認めたが，今回は手術群の 3 検体も全例嘔吐した個体
から抽出されていた。次に孤束核より抽出した全量 RNA に対し，次世代 DNA シーク
エンサーを用いて行った RNA シークエンスに引き続き，スーパーコンピューターを
用いてインシリコ解析を行った。インシリコとは，in vivo (生体内で) や，in vitro 








ェアである。TIGAR2 は，既存ツールである TopHat/Cufflinks，RSEM との比較で
は，転写量が小さい転写産物でも正確に転写量の推定が可能である 26。 
解析を始めるにあたり，2018 年 3 月の時点でスンクスの参照ゲノム配列は一般
公開されていなかったため，当初は，次世代シークエンサーを用いて得られたシーク













につき mRNA の発現量比較を行った (図 12 および図 13)。麻酔群と手術群の比較で
は P 値が 0.05 未満の mRNA は 920 あり，その中で FDR が 0.05 未満のものは
ITM2C，KIF1B，SDC3 の 3 遺伝子であった。覚醒群と麻酔群の比較では P 値が 0.05
未満の mRNA は 855 あり，その中で FDR が 0.05 未満のものは ITM2B，













edgeR を用いた覚醒群と手術群の発現差異解析では差が大きかった，FDR が 0.05
未満の mRNA は 19 個であった。それぞれの遺伝子につき，文献を検証したところ，


















0.05 未満の RNA のみの報告から，発現比の絶対値を 2 倍以上とする報告，発現差
を P 値で 0.05 未満とする報告，上位数百とする報告などがある 29,30,48,49。本研究
で IPA に投入した遺伝子セットは有意差の大きい上位 100 と設定したが，2 群間の
発現比は 2 倍以上かつ P 値は 0.001 であり先行研究に矛盾しない。パスウェイ解析
は投入する遺伝子の数を増やすほどヒット数が増え，有意なパスウェイの見逃しが減
少するため，多数の遺伝子データセットを投入するべきであるが，本研究において投
入する RNA のデータセットを上位 100 とした理由は，有意差の小さな多数の遺伝子
を投入すると偽陽性の危険性が増し，検出されたパスウェイの検証が困難になると考
えたためである。仮に FDR < 0.05 である 19 の遺伝子名のみを投入すると Fisher
の正確確率検定において P < 0.05 と算出されるパスウェイは 24 ヒットし，その中







GABAB 受容体シグナル伝達経路に着目した。その理由を 7.4.にて詳細に説明する。 
 
7.4. GABAB 受容体作動薬バクロフェンによる嘔吐行動の抑制機序 
GABA は中枢神経系における主要な抑制性神経伝達物質の 1 種であり，GABA 受













容体遺伝子発現が減少すると算出された。図 14 に示すように GABAB 受容体は G タ




GABBR1 は GABAB1 サブユニットをコードしており，その GABAB1 サブユニットは
細胞外ドメインを介してリガンドを認識する機能を有している。GABAB 受容体が活
性化すると，G タンパクのサブユニットである Gαi を介してアデニル酸シクラーゼ活
性を低下させる。また，Gβγ複合体を介して電位依存性カルシウムチャネルを閉口さ
せる。そのため，神経終末では活動電位が到達しても伝達物質の放出が起こりにくく
なり，GABA 作動性神経終末においては，自ら放出した GABA によってその後の放出
を抑制する自己受容体 (auto receptor) として働く。また，GABAB 受容体を介した
反応は，GABAA 受容体であるイオンチャネル型受容体よりも遅く，⾧い時間の抑制作
用を持っており，結果として強力に神経活動を低下させる。図 14 で示すように， IPA
によるパスウェイ解析の結果，手術群では GABBR1 および CACNB1 の発現量が減少


























 ヒトにおいて通常の治療量として用いられるバクロフェンの投与量は，50 μg (髄腔内










胃食道逆流の症状を軽減する報告がなされている 52,58–61。バクロフェンの 40 mg の

























し動き回るまでの時間は，バクロフェン投与下手術群で 250 (160)  秒，バクロフェ













しても更なる検討を加えていく予定である。現在，表 2，表 3 の候補遺伝子のうち，





















おいて，手術群と覚醒群で発現差の大きかった GABBR1 遺伝子，CACNB1 遺伝子，
ADCY1 遺伝子の 3 つの遺伝子の発現の検討は，RNA シークエンスに供した各 3 検
体における FPKM 値でのみ行っている。発現プロファイルが異なることを示すために
は全検体において PCR 法にて各遺伝子の発現量について検証する必要がある。これ


















スンクス PONV モデルを確立して，嘔吐行動の観察に成功した。PONV モデルの
孤束核で 52381 個の mRNA の発現量を測定した。発現差異解析とパスウェイ解析を
用いて，GABAB 受容体シグナル伝達経路と PONV の関連に着目した。GABAB 受容体
作動薬バクロフェンはスンクス嘔吐行動を抑制した。本研究ではスンクス PONV モ
デルの孤束核におけるトランスクリプトーム変化が明らかになり，バクロフェンは新
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A) 術後観察用透明アクリル製円筒。開始 30 分前に円筒にスンクスを移送、実験環
境に馴化させた、B) 麻酔導入用容器。透明のプラスチック製容器で、毎分 3L の酸素
を投与しながらイソフルランの濃度を 4%まで上昇させて、緩徐に麻酔を導入した、








の流量で投与しながらイソフルランの濃度を徐々に 4 %にまで上昇させ，5 分間か
けて緩徐に麻酔を導入した。次に手術台にスンクスを移送，仰臥位にて保定し，マス
クで酸素を毎分 1 L の流量で投与しながら自発呼吸下に 5 %イソフルランを吸入さ
せて麻酔を維持し，下腹部を剃毛の後，70 %エタノールと 10 %ポピドンヨードを
用いて腹部を消毒した。保定と剃毛及び消毒は 3 分間で行った。下腹部正中をメスで










の流量で投与しながらイソフルランの濃度を徐々に 4 %にまで上昇させ，5 分間か
けて緩徐に麻酔を導入した。次に手術台にスンクスを移送，仰臥位にて保定し，マス
クで酸素を毎分 1 L の流量で投与しながら自発呼吸下に 5 %イソフルランを吸入さ
せて麻酔を維持し，下腹部を剃毛の後，70 %エタノールと 10 %ポピドンヨードを
用いて腹部を消毒した。保定と剃毛及び消毒は 3 分間で行った。麻酔群には手術処置
をせずに 5 %イソフルランを 7 分間吸入した後，観察用の透明アクリル製円筒へ静
かに移送し，麻酔後の嘔吐行動開始までの時間，嘔吐行動の回数と継続時間，覚醒し





3 L の流量で 5 分間投与した後，観察用の透明アクリル製円筒へ静かに移送し，嘔吐
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行動の回数と継続時間を 30 分間計測した。 
 
図 8．スンクス孤束核の切り出し 
A: ラット脳の冠状断像, B: ラット脳の体軸断像 
(Paxinos G, Watson C: The rat brain in stereotaxic coordinates hard cover 
edition. Access Online via Elsevier, Elsevier Inc, Amsterdam, Nederland, 
2006;Figure 74, Figure 96 より改変引用) 青色の部分が孤束核、赤色の部分が最後
野である。スンクスには一般的な脳地図が存在しないためラットの脳地図と、スンク







間で発現量に特に差のある上位 100 の RNA を抽出し、パスウェイ解析を行った。そ











体における覚醒した時点を表す。手術群では 2 例に嘔吐行動を認めなかった。 
 
図 12．edgeR を用いて描画した手術群と覚醒群の比較における全 mRNA の MA プ
ロット 
縦軸は log2 変換されたシグナル値の差であり、横軸は log2 変換されたシグナル値の
平均値を示す。つまり logFC > 1 は，ある遺伝子における覚醒群に対する手術群での
発現量が 2 倍を超えて増加していることを意味し，logFC < -1 は，ある遺伝子にお
ける覚醒群に対する手術群での発現量が 0.5 倍未満に減少していることを意味する。
FDR < 0.05 である 19 の mRNA を赤いプロットで記した (19 の遺伝子は表 1 に
おいて太字で示した上位 19 個を意味する)。 
 
図 13．edgeR を用いて描画した麻酔群と手術群の比較，覚醒群と麻酔群の比較にお
ける全 mRNA の MA プロット 
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A: 麻酔群と手術群における mRNA の発現比較。FDR < 0.05 である 3 個の mRNA
を赤いプロットで記した。 





図 14．GABA 受容体伝達経路のシェーマ 
緑は発現量が減少した分子、橙は発現量が増加した分子を表す。 
IPA によるパスウェイ解析の結果，手術群では GABBR1 および CACNB1 の発現量が
減少し，ADCY1 の発現量が増加していると算出された。GABBR1 は GABAB 受容体




シナプス後細胞の GABAB 受容体数の減少は、GABA を介する神経のシグナル伝達を
低下させる可能性がある。細胞内へのカルシウムイオンの流入が GABA 放出のトリ









図 15．GABA 受容体伝達経路を構成する RNA の発現量 





















表 2. IPA ソフトウェアによって算出された，手術群と覚醒群の比較において Fisher
の正確確率検定による P 値が 0.01 未満である上位 14 のシグナル伝達経路 
シグナル伝達の名称，Fisher の正確確率検定による P 値，シグナルを構成する全分子
の中で該当した，本研究でパスウェイ解析に投入した遺伝子を示す。閾値を P 値が
0.05 とすると 71 のシグナルがヒットしたが，検証は先ず，特に有意差の大きい 14
のパスウェイから行うこととした。14 のパスウェイを構成する遺伝子は 15 種類で
あった。表 3 にその詳細を示す。 
 
表 3. 表 2 で示した各シグナルを構成する分子 (遺伝子) の詳細 
各パスウェイを構成するタンパクをコードする遺伝子は，解析に投入した 100 の遺
伝子データセット中，15 であった。順位は表 1 における有意差の順を表す。EGR1 は




















































































図 13 edgeR を用いて描画した麻酔群と手術群の比較，覚醒群と麻酔群の比較にお



























表 1. 覚醒群と手術群の比較において遺伝子発現の差が大きい上位 100 遺伝子 
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表 1. (続き)  
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表 1. (続き)  
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表 2. IPA ソフトウェアによって算出された，手術群と覚醒群の比較において Fisher





表 3．表 2 で示した各シグナルを構成する分子 (遺伝子) の詳細 
 
 
